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SUMMARY

This work deals with the variable response against ELISA test by some isolates from

Brady rhizobium (Chamaecytisus) infective on leguminous endemic to Canary Islands. This

variability was explained as a consequence of the previous history and manipulation of the

samples, mainly temperature for its preservation and freezing-thawing cycles. It is concluded that

the serological relationships between species or strains must be studied using freshly prepared

samples.

RESUMEN

En este trabajo se describe la variabilidad de la respuesta en el analisis per ELISA de una

colecci6n de aislados de Brady rhizobium (Chamecytisus) infectivos en leguminosas endemicas de

las Islas Canarias. Al estudiar las causas de esta variabilidad, se encontro que la conservacidn e

historia de las muestras previa a la realizacidn del analisis afecta su reaccidn con los antisueros,

siendo especialmente significativos la temperatura de conservacion de las preparaciones

antigenicas, asi como el sometimiento de la mismas a ciclos sucesivos de congelacidn y
descongelacidn. Se concluye que estos trabajos han se der realizados utilizando exclusivamente

muestras bacterianas recien cultivadas.
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1. INTRODUCCION

Las bacterias que forman nddulos fijadores de nitr6geno con las raices de las leguminosas

se encuadran en los g^neros Rhizobium y Brady rhizobium, pertenecientes a la familia Rhizobiaceae

-para una revisidn, ver [3]-, La mayor parte del trabajo realizado con estas bacterias se ha

centrado en las estirpes infectivas en las leguminosas m^s interesantes para la nutricidn humana

o animal, y se conoce muy poco sobre los microsimbiontes de otras leguminosas menos utilizadas

en la agricultura convencional. Por ello y a fin de lograr un conocimiento lo m^s exacto y

completo posible de ambos generos, existe un interes creciente en el aislamiento de bacterias de

n6dulos de estas otras leguminosas. El estudio de las estirpes aisladas requiere su encuadre

taxondmico, lo que implica relacionarlas con las especies o estirpes ya conocidas de estas

bacterias. Las t^cnicas seroldgicas constituyen metodos muy especiTicos para la identificacidn de

microorganismos y, por ello, ban sido ampliamente utilizadas no solo para la identificacidn sino

tambi^n para el establecimiento de relaciones entre diferentes especies y estirpes de rizobidceas

[2, 5, 8]. Entre las tunicas serol6gicas destaca por su sensibilidad, rapidez y facilidad de

realizaci(5n el denominado ELISA (Enzyme Linked InmunoSorbent Analysis), que fue empleado

por vez primera para la identificacidn de estirpes de Rhizobium por BERGERy col. [1]. Estos

autores encontaron que la congelacion de los nodulos radicales o de las suspensiones de bacterias,

previa al analisis, no alteraba los resultados del test ELISA. Sin embargo, en un estudio serologico

de bradirrizobios aislados en nuestro laboratorio de muestras procedentes de diversas localidades

de las Islas Canarias que habian sido congeladas, se detectaron resultados erraticos y algunas

estirpes mostraron una homologia aparente muy variable respecto a las utilizadas como referencia.

El objetivo de este trabajo fue el analisis de las causas de la mencionada variabilidad,

especialmente en lo referente al tratamiento de las muestras previo a la realizacion del test ELISA.

56



2. MATERIALESY METODOS

2.1. Microorganismos y condiciones de cultivo

Las bacterias utilizadas para la obtencion de los antisueros fueron las estirpes BGA-1 y

BTA-1 de Brady rhizobium sp. (Chamaecynsus proliferus), aisladas a pariir de nodulos de Teline

stenopetala y de Chamaecynsus proliferus ssp. proliferus respectivamente [4].

Con los antisueros obtenidos se estudid la reaccidn en ELISA con las siguientes estirpes

de Brady rhizobium (Chamaecynsus): BRE-1, aislada de nodulos de T. canariensis, BTA-3, BTA-

4, BTA-5, BTA-7 y BTA-8, aisladas de nodulos de Ch. proliferus ssp. proliferus, y BCO-4,

aislada de nddulos de Adenocarpus foliolosus. Como control negativo se emple<3 Rhizobium

meliloti 1021.

Las bacterias fueron cultivadas en matraces de 500 ml del medio YM [9], disminuyendo

las cantidad de manitol (1,0 g/1) para reducir la produccidn de polisaclridos. Los cultivos se

llevaron a cabo en agitacidn (150 rpm) a 28°C durante 5 dias (fase exponencial tardia).

2.2. Preparacidn de antigenos y produccion de antisueros

Las c^lulas fueron recogidas por centrifugacion; los sedimentos fueron lavados 3 veces en

solucion salina (NaCl 0,85%), y las bacterias lavadas se conservaron a -80°C hasta su uso.

Para la preparacidn de los antigenos se siguio el protocolo descrito por Siverio y col. [7],

con modificaciones. Las bacterias fueron suspendidas (0,275 g por cada 10 ml) en tampdn PBS

(g/1: NaCl, 8,0; Na2HP04.12 HjO, 2,7; NaH2P04.2H20, 0,4; pH 7,2). Las preparaciones

antigenicas se obtuvieron calentando las suspensiones bacterianas a lOO^C durante 2 horas y se

conservaron congelados hasta su empleo.

Los antisueros se prepararon inmunizando hembras de conejo de 2 kg de peso, mediante

cuatro inyecciones intramusculares semanales de 2 ml de emulsion 1:1 del antigeno con el
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coadyuvante incompleto de Freund (Sigma Chemical, Co.). Una semana despu^s de la ultima

inmunizaci6n los conejos fueron sangrados mediante incisi6n en la vena marginal de la oreja. Los

antisueros se titularon frente a suspensiones de la estirpe hom61oga mediante ELISA y se

conservaron a - 80"C hasta su uso.

2.3. Realizaci6n de los test de ELISA

Se prepararon suspensiones de bacterias en tampon carbonato sodico (1,59 g de NajCOs

y 2,93 g de NaHCOj por litro, pH 9,6), ajustando la absorbancia (X 600 nm) entre 0,7 y 0,8

unidades.

Los tests se efectuaron en placas de poliestireno (Coming) usdndose 4 pocillos para cada

estirpe, conteniendo cada uno de ellos 200 fi\ de la suspensidn correspondiente. Despu6s de

incubarlos durante 16 horas a 4"C en camara hilmeda, se eliminaron la suspensiones y las placas

fueron lavadas con tampon de lavado (0,5 ml de Tween 20 por litro de PBS). Los pocillos se

Uenaron con 250 /xl de solucion de bloqueo (albumina bovina al 1% en PBS) y se incubaron a

37°C durante 30 min. Se lavo tres veces cada placa y se aiiadio a cada pocillo 190 /xl del antisuero

correspondiente dilufdo 10.000 veces en PBS y se incubo durante 1 hora a 37°C. Tras lavar las

placas se anadi6 a cada pocillo 190 ^\ de inmunoglobulina de cabra anti-IgG de conejo conjugada

con fosfatasa alcalina (Sigma Immuno Chemical) diluida 20.000 veces en PBS. Tras una nueva

incubacion durante 1 hora a 37°C, se lavaron las placas, y se afiadieron 200 /xl de sustrato soluble

para fosfatasa alcalina (pNPP, Sigma), manteniendose la reaccion 40 minutos en oscuridad a

temperatura ambiente. Se paro la reaccion afiadiendo 50 fi\ de NaOH 3 M a cada pocillo,

midiendose seguidamente la absorbancia a 450 nm. Como control se emplearon cuatro pocillos

por placa con tampon carbonato. El porcentaje de homologia con la estirpe de referenda se

determino como:

siendo: X la media de la absorbancia de los cuatro pocillos de cada muestra, Y la media de la
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%hornologla = ^-^xlOO
Z-Y

absorbancia de los cuatro pocillos control y Z la media de la absorbancia de los cuatro pocillos

de la estirpe de referenda.

3 RESULTADOS

Un estudio preliminar sobre la variabilidad de los resultados, utilizando como antigeno

preparaciones de Bradyrhizobium (Chamaecytisus) BGA-1 y su suero homologo, revelo que

cualquier diferencia inferior a ± 10 por ciento de homologia, debe ser considerada como no

significativa.

La Figura 1 muestra los resultados de los tests ELISA efectuados con el antisuero

producido frente a la estirpe BGA-1 y preparaciones antigenicas de las diferentes bacterias,

sometidas a distintos ciclos sucesivos de congelacion a -80 °C y descongelacion durante 2 horas.

Las estirpes pueden ser agrupadas en dos clases: por un lado, aquellas (BTA-5, BTA-7, BTA-3

y R. meliloti) cuya homologia con BGA-1 no experimentd variaciones significativas, y por otro,

las estirpes BRE-1, BTA-8, BTA-4 y BCO-4, cuya homologia aparente con la estirpe de referenda

disminuyo significativamente.

Por el contrario, cuando se utilize como estirpe de referenda BTA-1 (para lo que se us<5

el suero obtenido frente a ella), el cambio observado fue un incremento en la homologia aparente

de las estirpes BRE-1 y BTA-3 congeladas a -80°C. La congelacion de las muestras a -20X se

tradujo en un mayor incremento de las sefiales y en el aumento del numero de estirpes que lo

experimento (Tabla I).
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Figura 1. Efecto de los ciclos de descongelacion-congelacion previos a la preparaci6n de la

muestra en la homologi'a con Bradyrhizobium (Chamaecytisus) BGA-1 determinada por ELISA

de diferentes aislados de bacterias del genero Bradyrhizobium y de Rhizobium meliloti 1021

(R.m.). Los datos son la media de cuatro determinaciones ± la desviaci6n est^ndar.

Dado que cabi'a la posibilidad de que las suspensiones bacteriana en tampon carbonato

fueran m^s estables que las bacterias congeladas, se efectuo un experimento consistente en

preparar suspensiones en dicho tampon y conservarlas durante 0, 1 6 7 dias a 4 y -20°C, para

analizarlas por ELISA frente al suero especiTico para la estirpe BGA-1. Los resultados se muestran

en la Figura 2, e indican que las suspensiones bacterianas asi conservadas tambien experimentaron

una alteracion significativa de su reactividad, tanto en la reaccion homologa como en las

heterologas.
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Figura 2. Efecto de la conservaci6n de las suspensiones bacterianas a 4° y -20°C en tamp6n

bicarbonate sobre la intensidad de la reacci6n con antisuero desarrollado contra Bradyrhizobium

(Chamaecytisus) BGA-1 medida por ELISA. Para el control se prepararon las placas de ELISA

inmediatamente despues de preparar las suspensiones de las bacterias. Los datos son la media

de cuatro determinaciones ± la desviacion estandar.
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TABLA I Efecto del almacenamiento y del numero de ciclos de congelaci(5n-

descongelaci6n previos a la preparaci6n de la muestra de diversas estirpes de

Bradyrhizobium y de Rhizobium meliloti 1021 (R.m) sobre el porcentaje de

homologia rnedido por ELISA con Bradyrhizobium (Chamaecytisus) BTA-1.

Conservadas a -80°C, 4 meses

BRE-1 BTA-3 BTA-4 BTA-5 BTA-7 BCO-4 R.m

1 cicio 28 17 37 25 28 20 4

3 ciclos 43 33 35 27 25 28 8

Conservadas a -20°C, 30 nneses

BRE-1 BTA-3 BTA-4 BTA-5 BTA-7 BCO-4 R.m

2 ciclos 56 33 92 48 93 37 ND

3 ciclos 76 66 96 70 85 45 ND

ND, no determinado

4 DISCUSION

Los resultados mostrados en este trabajo indican que la reaccion entre los antigenos

bacterianos y los sueros utilizados vana en funcion de ciclos de congelaci6n-descongelaci6n y

tambien de la temperatura de conservacion de las muestras.

Dado que en este trabajo se han utilizado anticuerpos policlonales, no es posible identificar

de forma inequfvoca la naturaleza de los antfgenos responsables de su union a las bacterias. De

los tres tipos principales de antfgenos superficiales de las bacterias Gram negativas, los flagelares

(H), los capsulares (K) y los lipopolisacaridos de la pared celular (O), cabe descartar a los

primeros como importantes en la interaccion aquf estudiada, ya que la centrifugacion y el

tratamiento termico al que se someten las bacterias para inducir la produccion de antisueros debe

ser suficiente para eliminarios [8]. Los antfgenos K participan en alguna medida en la reaccion,

a pesar de que las bacterias fueron lavadas varias veces. En efecto, los dos antisueros empleados
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se unieron a los exopolisaciridos purificados de Brady rhizobium (Chamaecytisus) BGA-1, BTA-1

y BRE-1 (datos no mostrados). Por ultimo, los antfgenos O son considerados como los principales

componentes inmunogenicos de la membrana externa de las bacterias Gram negativas en general

y, en concreto, de los rizobios [6]. Ahora bien, no parece justificado atribuir las variaciones en

ELISA observadas a cambios estructurales en dichos antfgenos, ya que por su naturaleza quimica

deben ser estables frente a los tratamientos relativamente suaves a los que se vieron sometidas las

muestras en este estudio. Por ello, cabe suponer que los responsables de estos cambios de

reactividad en ELISA sean otros antfgenos m^s labiles, como por ejemplo las protefnas de la

membrana externa, o bien antfgenos somaticos solubles que, de hecho, suelen presentar mayor

reactividad cruzada entre estirpes o especies que los lipopolisacaridos [8, 5, 6].

Los resultados presentados muestran que ni el almacenamiento de las bacterias aisladas ni

el de las suspensiones bacterianas garantizan la consistencia en la determinaci6n de la homologfa

serologica entre las bacterias del genero Bradyrhizobium estudiadas por nosotros, ya que se

obtuvieron resultados muy variables en funcion de la historia de las muestras. Por ello, este tipo

de estudio debe ser realizado con muestras recien cultivadas, ya que su almacenamiento (inclufda

la congelacidn) produce artefactos que alteran significativamente los resultados, sin que sea posible

predecir la naturaleza o magnitud de esta alteracion.
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